Relationships between the genetic distance of Epichloë festucae isolates and the ergovaline and peramine contents of their Fesuca rubra hosts. by Vázquez de Aldana, Beatriz R. et al.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
This article is published in Annals of Applied Biology  
(ISSN 0003-4746) 
 
It is acknowledged the permission of the Journal (Annals of Applied 
Biology), the Association of Applied Biologists and Blackwell Publishing 
 
 
 
The definitive version is available at 
http://www3.interscience.wiley.com/journal/122615171/abstract 
 
Full text DOI: 10.1111/j.1744-7348.2009.00360.x 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vázquez de Aldana B.R., Zabalgogeazcoa I., Rubio de Casas R., García Ciudad A., 
García Criado B. 2010. Relationships between the genetic distance of Epichloë 
festucae isolates and the ergovaline and peramine contents of their Fesuca rubra 
hosts. Annals of Applied Biology 156: 51-61. 
 
 1 
Relationships between the genetic distance of Epichloë festucae 
isolates and the ergovaline and peramine contents of their 
 Festuca rubra hosts 
 
 
 
B.R. VÁZQUEZ‐DE‐ALDANA1*, I. ZABALGOGEAZCOA1, R. RUBIO DE CASAS2, A. 
GARCÍA‐CIUDAD1, B. GARCÍA‐CRIADO1 
 
1Instituto de Recursos Naturales y Agrobiología de Salamanca (IRNASA), CSIC;  
Cordel de Merinas 40‐52; 37008 Salamanca; Spain 
2Biology Department, Duke University, Durham, NC 27708, United States of America 
 
 
*corresponding author: beatriz.dealdana@irnasa.csic.es 
 
 
 
 
 
 
Running page heading title: Genetic distance and alkaloids in grass endophytes 
 
 2 
SUMMARY 
In semiarid grasslands of western Spain, plants of Festuca rubra are frequently infected 
by Epichloë festucae, an endophyte capable of producing the alkaloids ergovaline, toxic 
to mammals, and peramine, toxic to insects. The objectives of this paper were to 
estimate the variability in the content of ergovaline and peramine in plants of Festuca 
rubra from natural populations, and to determine the relationship between the genetic 
distance among Epichloë strains and the alkaloid contents of plants infected by them. 
The results showed that a significant variation exits in the ergovaline and peramine 
contents of infected F. rubra plants, and that variation patterns are different for each 
alkaloid. Ergovaline content showed a significant variation between years. In contrast, 
most variation observed in the concentration of peramine occurred between 
populations. Mantel tests, constrained correspondence analysis (CCA) and GAMOVA 
all revealed a significant relationship between the genetic distances among 35 Epichloë 
isolates, and the differences in peramine content of their host plants. The relationship 
observed for ergovaline was more ambiguous. This indicates that plants infected by 
genetically close isolates of Epichloë festucae tend to be similar in terms of peramine 
content, while the ergovaline content of infected plants seems to be more dependent on 
external factors. The results of this study suggest that the selection of Epichloë festucae 
endophytes based on the alkaloid content of their host plants can be a successful 
strategy to select good or bad producers of peramine, but may not be a reliable method 
to detect fungal strains associated with particular ergovaline production profiles. 
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INTRODUCTION 
 
Several important forage and turf grasses establish mutualistic associations with 
endophytic species of the genera Epichloë and Neotyphodium (Clay & Schardl, 2002). 
Most of these associations are asymptomatic, the fungus systemically colonizes the 
intercellular spaces of aerial plant tissues and is vertically transmitted through the 
seed. One of the most peculiar characteristics of these symbiotic associations is that 
infected plants contain several fungal alkaloids that protect them against herbivores, 
both invertebrate and vertebrate. In addition, plants associated to Epichloë and 
Neotyphodium endophytes are more resistant to abiotic stress factors such as drought, 
heavy metal accumulations and nutrient deficiency (Malinowski & Belesky, 2000; Hahn 
et al., 2008; Kuldau & Bacon, 2008). 
Because of the ecological benefits of infected plants, including increased 
resistance to biotic and abiotic stress factors, there is a considerable interest in the use 
of endophytes for forage and turf grass improvement (Fletcher & Easton, 1997; 
Brilman, 2005). However, livestock intoxications derived from the presence of certain 
fungal alkaloids (ergovaline and lolitrems) that have occurred in pastures of Festuca 
arundinacea Scherb. (reclassified as Lolium arundinaceum) and Lolium perenne L. infected 
by Neotyphodium spp. are an undesirable effect of endophyte infection (Prestidge, 1993; 
Paterson et al., 1995). To avoid this problem, endophyte strains not producing 
ergovaline or lolitrems have been selected from natural populations, and these strains 
have been used for forage cultivar improvement (Latch & Christensen, 1985; Bouton et 
al., 2002; de Jong et al., 2008). In addition to the above mentioned secondary 
metabolites, Epichloë endophytes produce other alkaloids which are not toxic to 
livestock: peramine, an alkaloid which can protect plants against insects, and lolines 
which are active against insects, but not toxic to livestock (Bush et al., 1997; Wilkinson 
et al., 2000).  
The type and concentration of alkaloids found in a particular endophyte‐
infected plant depends on the plant and fungal species involved, the genotype of each 
symbiotic partner, and the environmental conditions (Siegel & Bush, 1996; Leuchtmann 
et al., 2000). A given endophytic species may produce different types of alkaloids 
depending on its grass host. For instance, Epichloë festucae Leuchtmann, Schardl & 
Siegel produces ergovaline and peramine in Festuca rubra L., whereas in Festuca 
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gigantea (L.) Vill. produces lolines and peramine (Leuchtmann et al., 2000) and in F. 
rubra L. subsp. pruinosa (Hack.) only produces ergovaline (Vázquez‐de‐Aldana et al., 
2007). In addition, the concentration of alkaloids in host plant tissues varies 
considerably depending on environmental conditions, the plant organ, and the 
phenological stage (reviewed by Lane et al., 2000). The accumulation of these 
secondary metabolites in plant tissues seems to follow a ‘protection against herbivores’ 
model with higher concentrations in those parts which are more susceptible to grazing 
(Ball et al., 1995).  
Festuca rubra is a perennial grass whose fine texture, low water and nutrient 
requirements, and shadow tolerance have made it one of the most widespread 
turfgrass species in Europe and North America. In addition, owing to its acceptable 
nutritive value it is also appreciated as a forage species. In semiarid natural grasslands 
of western Spain, F. rubra is an abundant species, and it is commonly infected by 
Epichloë festucae (Zabalgogeazcoa et al., 1999). Considerable genetic variation of E. 
festucae has been detected in these grasslands (Arroyo García et al., 2002), which are 
part of a centre of diversity of F. rubra (Saint Yves, 1930), and hold a good potential as 
sources of Epichloë germplasm useful for the development of endophytic cultivars of F. 
rubra. 
Festuca rubra plants infected by Epichloë festucae produce ergovaline and 
peramine in various combinations and concentrations (Yue et al., 1997; Leuchtmann et 
al., 2000; Vázquez‐de‐Aldana et al., 2003). Therefore, characterizing natural isolates of 
Epichloë festucae for their particular alkaloid characteristics is necessary to obtain good 
sources of endophyte strains useful for cultivar improvement. However, the interplay 
of the fungal and plant genotypes with environmental conditions, and its outcome in 
terms of alkaloid productions is not well known. 
A preliminary step to the design of strategies for obtaining desirable fungal 
genotypes from natural populations of infected plants would be to quantify the degree 
to which similar fungal genotypes give rise to similar alkaloid profiles in infected 
plants. We have studied two natural populations of Festuca rubra in semiarid 
grasslands of western Spain. The objectives of this study were to determine the 
variability in the production of ergovaline and peramine in plants of natural 
populations, and to estimate the relationship between the genetic distance among 
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Epichloë isolates and the alkaloid contents of plants infected by them. If genetically 
similar isolates would give rise to different plant alkaloid profiles, this would suggest 
that environmental and host factors are important determinants of alkaloid production. 
On the other hand, if genetically similar isolates would give rise to similar alkaloid 
profiles in their plant hosts, this would indicate that the direct analysis of infected 
plants in natural populations would be useful to screen for isolates with desirable 
characteristics (i.e. low ergovaline and high peramine) for F. rubra cultivar 
improvement. 
  
MATERIALS AND METHODS  
Plant material 
Festuca rubra plants were collected from natural pastures in ‘dehesa’ ecosystems. 
Dehesas are savannah–like grasslands characterized by the presence of a low‐density 
tree layer, dominated by Mediterranean evergreen oak (Quercus ilex L. subsp. ballota 
(Desf.) Samp.). These ecosystems occupy about 58 000 km² in the west and south‐west 
of Spain, and are characterized by a high diversity of plant species. They are used 
mainly for open range grazing of beef cattle and other livestock although their plant 
resources are also consumed by game animals are also consumers of their plant 
resources. The climate is dry supra‐mediterranean, with cold winters and dry, warm 
summers. The average annual rainfall is around 500 mm distributed unevenly 
throughout the seasons, with almost no rainfall in the summer months. 
In June 2000, plants of Festuca rubra were obtained from two different locations 
in the province of Salamanca: thirty three plants were collected at Palancar (PAL) and 
40 at Servandez (SER). The distance between both locations is approximately 40 km. To 
avoid sampling ramets belonging to the same genet, at least 10 m were left between 
each pair of plants sampled. A tiller of each plant was separated and planted in a pot 
with a mixture of peat, sand, and perlite (1:1:1). In September all plants were 
transplanted to a field plot in an experimental farm in a ‘dehesa’ in Salamanca. Plants 
were watered during their establishment in the field, but not thereafter, and they were 
never fertilized.  
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Endophyte isolation and genotyping 
All plants were analysed for the presence of Epichloë festucae endophyte. The diagnosis 
of Epichloë festucae was made by microscopic analysis of stem pith preparations stained 
with aniline blue, and by isolation of the fungus from plant stems and leaf sheaths 
(Bacon & White, 1994). Endophyte infection was diagnosed before plants were 
transplanted to the experimental field and pure cultures of endophytes from each 
infected plant were obtained from surface‐disinfected leaf samples plated on potato 
dextrose agar (Bacon & White, 1994). 
Epichloë festucae cultures obtained from a set of 35 infected plants, 17 from 
Servandez and 18 from Palancar, were genotyped with amplified fragment length 
polymorphism (AFLP) markers in a previous work (Arroyo García et al., 2002). Briefly, 
adaptors were ligated to fungal DNA cut with restriction endonucleases Mse and 
EcoRI, and selective amplifications were made using two combinations of primers 
(EcoRI + AC/MseI + CA) and (EcoRI + AC/MseI + TA). Two replicates from independent 
DNA extractions were performed for each isolate to determine the accuracy of the 
analysis. Samples amplified with different primer combinations were visualized by 
autoradiography of denaturing polyacrylamide gels. As a result of this process a total 
of 84 scorable polymorphic AFLP markers were observed for all the samples, 50 
polymorphic bands occurred within the Palancar samples and 56 within the Servandez 
samples. From these data a binary presence/absence matrix was constructed and 
imported to other software packages for data manipulation and analysis. 
 
Alkaloid analysis 
For alkaloid analysis, plant samples were collected at the flowering stage, during three 
consecutive years, 2001, 2002 and 2003. A total of 54 endophyte‐infected plants and 10 
non‐infected plants were harvested each year. One third of the above‐ground parts of 
each plant was cut, freeze‐dried and ground with a 1 mm mesh sieve at each harvest. 
Ergovaline was analysed in samples from the three years, and peramine was analysed 
in samples collected in 2001 and 2002.  
The ergovaline content was determined using a modification of the methods 
described by Hill et al. (1993) and Yue et al. (2000). A 1.0 g sample was extracted in 20 
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ml of CHCl3 and 1 ml of 0.5 mM NaOH for 2 hr. One hundred microliters of an internal 
standard solution (10 g ml‐1) of ergotamine ditartrate (Sigma‐Aldrich) were added to 
the sample prior to extraction. The mixture was vacuum‐filtered through Whatman nº 
2 filter paper and a 10 ml aliquot of filtrate was passed through a 500 mg Ergosil 
(Analtech; Newark, USA) solid‐phase column preconditioned with CHCl3. Plant 
pigments were removed with 5 ml of chloroform:acetone (1:3). The sample was eluted 
with 2 ml of methanol and vacuum concentrated, redissolved in 1 ml of methanol, and 
filtered through a 0.22 m nylon filter.  Extracts were chromatographed with a Waters 
2690 system with an Xterra MS C18 Waters column (4.6 x 100 mm) and a guard column 
(3.9 x 20 mm) of the same characteristics. The initial solvent gradient was 35% 
acetonitrile in 0.01 M ammonium acetate buffer (pH = 7.6), with a flow rate of 0.8 ml 
min‐1. The gradient was adjusted through time programming as follows: step 1, 35% to 
50% acetonitrile in a 20 min linear gradient; step 2, 50% for 5 min; step 3, 50% to 90% in 
a 5 min linear gradient; step 4, 90% to 35% in a 5 min linear gradient. Ergovaline was 
detected by fluorescence spectrophotometry with an excitation wavelength of 250 nm 
and an emission wavelength of 420 nm (Waters Fluorescent Detector 2475).  A standard 
was prepared by adding ergovaline (provided by Forrest Smith, Auburn University, 
USA) to a 1.0 g sample of a non‐infected Festuca rubra plant free of ergovaline, which 
was treated as described above. The limit of detection was 0.01 g g‐1. 
Peramine was determined using the HPLC method described by Barker et al. 
(1993) and Yue at al. (2000). A freeze‐dried and ground sample (100 mg) was extracted 
in 3 ml of 30% isopropanol for 30 min at 90 ºC. The mixture was centrifuged and the 
extract was passed through a precondioned Varian Bond Elut carboxylic acid (CBA) 
column packed with 100 mg of adsorbent. After a wash of the column with 1‐2 ml of 
methanol, peramine was eluted with 1 ml of 5% formic acid in 80% aqueous methanol. 
The extract was filtered through a 0.22 m nylon filter and cromatographed in a Waters 
2690 system with a Nova Pak C18 Waters column (3.9 x 150 mm). The isocratic mobile 
phase consisted of 18% (v:v) acetonitrile in a guanidine carbonate (10 mM)‐formic acid 
buffer. Detection was performed with a Photodiode Array Detector (PDA) Waters 2996 
set at 280 nm. The peramine standard was a gift from G. Lane (AgResearch, New 
Zealand). The limit of detection was 0.8 g g‐1. 
 8 
  Alkaloids are nitrogen‐rich compounds and thus samples of endophyte‐
infected and non‐infected Festuca rubra plants collected in 2003 were analysed for 
nitrogen concentration by means of the Kjeldahl distillation method. 
 
Statistical analysis 
A repeated measures ANOVA (ANOVAR) was used to estimate the variation of 
alkaloid contents between populations and years. Independent tests were run for each 
of the two alkaloids (ergovaline and peramine) using the STATS package of R (R 
Development Team, 2006).  
  A chi‐square test (χ2) was used to compare the alkaloid profile of infected plants 
(54) between populations (Palancar and Servandez). For that purpose 4 categories 
(shown in Figure 1) were considered: none alkaloid (or below detection limit), only 
ergovaline, only peramine, and both alkaloids.   
The relationship between the genetic distances among fungal isolates and the 
alkaloid contents in their respective host plants was assessed with a Mantel test using 
ZT software with 106 randomizations (Bonnet & van de Peer, 2002). The Mantel test is a 
correlation test in which the variables are themselves distance or dissimilarity matrixes 
of the same dimensions summarizing pairwise similarities among samples. One 
advantage of this test is that, because it proceeds from a distance (dissimilarity) matrix, 
it can be applied to variables of different types (categorical, rank, or interval‐scale 
data). The normalised Mantel statistic (rM) is interpreted as a Pearson correlation 
coefficient varying between ‐1 and 1. For this analysis, a set of 35 isolates were 
considered, including data of the genetic distance among Epichloë isolates and the 
alkaloid concentration in the infected plants. 
  Alkaloid dissimilarities between pairs of plants were obtained from the average 
of alkaloid contents across all sampling years.  The matrices of dissimilarity coefficients 
of ergovaline (E) and peramine (P) contents between each pair of infected plants were 
computed using the Euclidean distance.  
To estimate the genetic distance among the fungal isolates, a matrix of 
similarities between each pair of isolates was computed using the Dice coefficient 
(Sneath & Sokal, 1973) based on the results AFLP markers (or presence/absence of 
AFLP fragments) resulting in a matrix of coefficients of genetic similarity between all 
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possible pairs of the 35 isolates of Epichloë festucae was available. This matrix was 
transformed by means of (1‐x) to obtain the distance (or dissimilarity) matrix, the 
matrix of genetic distance of the fungus (matrix G). With the matrix of Dice coefficients 
of genetic similarity between pairs of isolates, a dendrogram was constructed by the 
unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA), as a graphic 
representation of relationships among samples. 
To further analyze the correlation between the alkaloid contents of host plants 
and the genetic distance of fungal isolates we used two additional analyses. First, we 
applied the multiple regression‐based method proposed by Nievergelt et al. (2007), 
generalized analysis of molecular variance (GAMOVA). This method is particularly 
suited to identify and characterize the strength of relationships and genetic variations 
between individuals and variables collected on the same individuals (e.g. phenotypic 
traits, population‐level features, environmental parameters; Herrera & Bazaga, 2008). It 
consists of a regression‐based extension of the analysis of molecular variance (Excoffier 
et al., 1992) and provides an output that can be straightforwardly interpreted as that of 
a multiple regression. The matrix of genetic distances between individual isolates 
created from the presence/absence of AFLP fragments (matrix G) was regressed on the 
alkaloid contents of the corresponding plant hosts. The matrix regressions were run 
using the web‐based gamova tool available at 
http://polymorphism.scripps.edu/~cabney/cgi‐bin/mmr.cgi (Nievergelt et al., 2007). 
Permutation tests based on 10 000 repetitions were used to assess the statistical 
significance of the relationships.  
Secondly, we conducted a constrained correspondence analysis (CCA), also 
referred to as canonical correspondence analysis (Ter Braak, 1986) in the ‘vegan’ 
package (Dixon, 2003; Oksanen et al., 2006) of the statistics program R (R Development 
Core Team 2006). This analysis produces ordination scores that are proportional to the 
distance of each observation to a centroid defined by the imposed constraints. In our 
analysis we used alkaloid content as constraints and the matrix of genetic distance as 
the ‘dependent’ matrix. Since this CCA is based on genetic distance between 
individuals, the scores for any chosen constraint will therefore also represent genetic 
differentiation. The significance of the association of each of the constraints with the 
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ordination pattern was then established by means of permutation tests using the 
‘anova.cca’ function of the ‘vegan’ package (Dixon, 2003; Oksanen et al., 2006). 
 
 
RESULTS 
 
Endophyte infection and alkaloid content 
The analysis of the presence of Epichloë festucae showed that 80% of the plants from 
Palancar (24/30), and 75% from Servandez (30/40) were infected by the endophyte. 
Ergovaline was detected in infected plants from both locations but not in non‐
infected plants. Ergovaline was not detected in any Palancar plant collected in the first 
sampling year, but 50% and 75% of the plants produced ergovaline the following years 
(Table 1). The percentage of Servandez plants containing ergovaline also increased 
each year (Table 1). In general, plants that contained ergovaline in 2002 also had it in 
2003).  
The ANOVAR showed a significant effect of sampling year on ergovaline 
concentration (Table 2). The mean ergovaline content in 2001 was significantly lower (P 
< 0.001) than that measured in 2002 and 2003, but differences between 2002 and 2003 
were not statistically significant (P > 0.05). The difference in the ergovaline 
concentration of plants between both locations was not statistically significant (P > 
0.05). The interaction between location and year was significant, indicating that the 
annual change in ergovaline levels was not the same in both locations. 
Peramine was detected in infected plants from both locations. The percentage of 
plants containing this alkaloid the two years it was measured, was much higher in 
Servandez than in Palancar (Table 3). Considering both sampling years, a total of 33% 
of the PAL and 80% of the SER plants contained peramine. The ANOVA  indicated that 
the peramine concentration was significantly (P < 0.01) greater in the SER (4.23 μg g‐1) 
than in the PAL plants (3.50 μg g‐1) (Table 2). On the other hand, differences in 
peramine concentration between sampling years were not statistically significant (P > 
0.05).  
The frequency of plants containing each alkaloid type at each population is 
shown in Figure 1. The χ2 test was significant (P < 0.001) indicating that each 
population has a different alkaloid profile. Most plants containing a single alkaloid in 
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Palancar had ergovaline, while in Servandez most plants of this category had 
peramine. The number of plants that contained either both alkaloids or none (or below 
detection levels) was similar in both locations.  
 
Relationships between the genetic distance of the fungal isolates and the alkaloid 
content of infected plants 
The genetic distance among the Epichloë festucae isolates which were genotyped by 
AFLP markers is presented graphically as a dendogram in Figure 2, where the alkaloid 
contents (ergovaline and peramine) of the plant infected by each of these isolates are 
also presented. In this dendogram, most Palancar isolates were clustered in one group 
and most Servandez isolates in another group. There were two groups of closely 
related isolates with similarities > 0.95 (P11, P13 and P31, and P17, P27 and P29); all of 
them produced ergovaline but did not produce peramine. The isolates within these 
groups are genetically very similar and according to Arroyo García et al. (2002) they 
may represent individuals belonging to a clonal lineage. 
Mantel tests detected a significant relationship between the matrix of genetic 
distance among Epichloë isolates (G) and the matrix of differences between pairs of 
their host plants in peramine concentration (P) (Table 4). This significant relationship 
indicates that plant individuals infected by genetically close isolates of Epichloë festucae 
also tend to be similar in terms of peramine content. However, the relationship 
between the matrix G and the matrix based on ergovaline content was not significant. 
  The results of both the constrained correspondence analysis and gamova 
regressions further support the association between genetic relatedness and alkaloid 
content. Figure 3 represents the distribution of samples according to the CCA using 
site scores (note that the CCA was done on a symmetrical matrix and therefore the 
“species” and “site” scores are conceptually identical. If there were no genetic 
differentiation associated with the alkaloid contents, all samples would be placed in 
the centre of the ordination, as the constraints would not influence the ordination 
scores. The analytical results for the permutation tests of significance (10 000 
permutations) for the ordination (CCA) and the regression (GAMOVA) analyses are 
shown in Table 5. These results indicate that the genetic differences between Epichloë 
isolates are significantly associated to differences in alkaloid contents, with peramine 
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having the strongest influence. However, neither analysis supported the role of the 
genetic similarity of isolates on the interaction between both alkaloids .  
 
 
DISCUSSION  
Epichloë festucae is an efficiently seed‐transmitted endophyte, and seed production by 
the host plant promotes the clonal propagation of the strain infecting it. On the other 
hand, sexual reproduction of Epichloë festucae is very rarely observed in natural 
populations of infected plants (Schardl et al., 2004). In agreement with these 
reproductive characteristics, a previous study of the genetic structure of the E. festucae 
populations of Palancar and Servandez detected the presence of some possibly clonal 
lineages which could be expected from vertical seed transmission. A moderate amount 
of genetic variability was detected in each of these natural populations. However, most 
isolates from each population were genetically closer to other members of their own 
population than to those of the other population (Arroyo García et al., 2002).  
In the present study, the results of the alkaloid analyses showed that a 
significant amount of variation also exists in the ergovaline and peramine content of 
endophyte‐infected Festuca rubra plants from the above natural populations (Tables 1 
and 3). The results also indicate that variation patterns are different for each alkaloid. 
Levels of ergovaline were similar to those found in F. rubra ecotypes from Italy 
(Jensen et al., 2007) and lower than those of Swiss ecotypes (Leuchtmann et al., 2000), or 
commercial cultivars (Yue et al., 1997). The contents were also lower than in Festuca 
rubra subsp. pruinosa (Vázquez‐de‐Aldana et al., 2007) or other fine fescue species like 
Festuca ovina L. (Yue et al., 1997). The ergovaline concentration was below the critical 
level in diet (0.40 ppm) above which clinical symptoms of toxicosis may be observed in 
cattle (Bony & Delatour, 2001).  
Ergovaline content was variable across years, the first year measurements were 
made, this alkaloid was only detected in 5% of plants, but this percentage increased to 
50% in the third sampling year. The correlation between the genetic distance of Epichloë 
isolates and the similarity in ergovaline content of plants infected by these isolates was 
somewhat ambiguous, and not all analyses supported it. These results suggest that 
ergovaline production may be strongly affected by the host plant genotype, or by 
environmental conditions. The results of some crossing experiments pointed out that 
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the plant host genotype is important in determining the concentration of ergovaline 
(Agee and Hill, 1994; Easton et al., 2002). Host genotypes infected with the same 
endophyte strain may also vary in ergovaline concentration (Latch, 1994). Genotypic 
variability is expected to occur among the F. rubra plants we examined, since they were 
obtained in natural grasslands of an area which is a centre of diversity of the species 
(Saint Yves, 1930) and individual plants were purposely sampled at a distance to avoid 
sampling clones. In other grasslands, genetically different shoot clusters of F. rubra 
were found in shorter sampling distances (Skálová et al., 1997). Regarding 
environmental effects, it is known that the ergovaline concentration of infected plants 
of Festuca arundinacea and Lolium perenne can increase under drought (Belesky et al., 
1989; Arechavaleta et al., 1992; Lane et al., 1997; Hahn et al., 2008), and by means of 
nitrogen fertilization (Belesky et al., 1988; Arechavaleta et al., 1992). Therefore, the 
lower ergovaline content detected in 2001 could be related to the higher precipitation 
during the first half of this year (398 mm),  in comparison to the precipitation observed 
during the same period in 2002 (222 mm) and 2003 (245 mm). Important interannual 
variations in ergovaline concentration have also been observed in endophyte‐infected 
plants of L. perenne and Festuca pratensis Huds. In these species some infected plants 
that did not produce the alkaloid one year produced it other years (Cagas et al., 1999). 
Similarly, ergovaline contents in plants of Achnatherum robustum (Vasey) Barkworth (= 
Stipa robusta (Vasey) Scribn.) infected with a Neotyphodium endophyte were highly 
variable both within and among populations (Faeth et al., 2006). 
Levels of peramine detected in plants were similar to those found in other F. 
rubra ecotypes and in other Festuca species (Siegel & Bush, 1996; Leuchtmann et al., 
2000). In contrast with ergovaline, the yearly fluctuations in peramine content were not 
a statistically significant factor (P > 0.05), most variation observed in the concentration 
of this alkaloid occurred between populations. All the analyses of association between 
fungal genotypic similarity and alkaloid content detected a significant relationship 
between the genetic distance between pairs of Epichloë isolates and peramine 
concentration in their host plants. This fact appear to indicate that plant individuals 
infected by genetically close isolates of E. festucae also tend to be similar in terms of 
peramine content. The significant difference in peramine content among both 
populations could be associated to the fact that genetic differentiation was detected 
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between these populations: most isolates found in each population were genetically 
closer to other members of their own population than to those of the other population 
(Arroyo García et al., 2002). Studies from other plant species also indicate that peramine 
production may be relatively uncoupled from the host plant genotype and 
environment. For instance, peramine levels did not vary with soil moisture or nutrient 
treatments in Festuca arizonica Vasey infected by Neotyphodium (Faeth et al., 2002), and 
no seasonal trend was observed in the content of this alkaloid in F. arundinacea infected 
by Neotyphodium (Roylance et al., 1994).  
The different correlations of the two alkaloids with genotype data could be due 
to different types of regulation, e.g. peramine synthesis could be constitutive, while 
ergovaline seems to be inducible. Ergopeptine alkaloids are specifically produced 
during biotrophic growth of Epichloë endophytes. Fleetwood et al. (2007) have proved 
that ergovaline biosynthetic genes are expressed in planta, but not under axenic culture 
conditions, suggesting that specific plant conditions may be required for the induction 
of ergopeptine biosynthetic genes in the fungal endophyte. Alternatively, it is not clear 
to what extent differences in alkaloid concentration depend on the metabolic activity of 
the fungus per se (e.g. as the result of changes in fungal gene expression or enzyme 
activities); or if low/high alkaloid levels are due in some circumstances to different and 
changeable concentrations of fungal tissue in the fungus/host association (Rassmussen 
et al., 2009) 
Alkaloids are nitrogen‐rich compounds and their production can compete with 
growth and reproduction of the plant, particularly when nutrients are limiting. We 
found a significant relationship between nitrogen and ergovaline contents (r = 0.351; P 
= 0.01) but not between nitrogen and peramine (r = 0.034; P = 0.808). This finding 
further supports the hypothesis of ergovaline content being highly dependent of 
environmental factors, and more so than peramine. 
Genetic divergence of fungal populations is strongly correlated to the 
production of alkaloids within host plants. This result was confirmed by the CCA and 
GAMOVA results (Figure 2, Table 5). Figure 2 shows the fungal isolates neatly 
segregated into populations (Servandez and Palancar) when the genetic differences of 
Epichloë isolates are constrained according to alkaloid contents, particularly along the 
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direction determined by peramine levels. Isolates closely grouped were genetically 
similar and their host plants had similar alkaloid production. 
In conclusion, the results of this study show that in plants of Festuca rubra 
infected by Epichloë festucae, the content of ergovaline seems to be more affected by 
external factors such as the environment, than the content of peramine, which seems to 
be more dependent on the fungal genotype. This result suggests that selections of 
endophytes based on the alkaloid content of their host plants can be a successful 
strategy to look for good or bad producers of peramine, but may not be a reliable 
method to detect fungal strains with particular ergovaline production profiles. 
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Table 1 Ergovaline content in plants of Festuca rubra infected with Epichloë festucae from 
two locations, in three consecutive years. 
 
Ergovaline (g g‐1) Population  Sampling 
year 
Plants with 
ergovaline (%) 
Range  Mean  SE 
Palancar (PAL)  2001  0  0−0  0  0 
  2002  50  0−0.25  0.08  0.020 
  2003  75  0−0.22  0.10  0.013 
  Total    0−0.25  0.06  0.009 
           
Servandez (SER)  2001  10  0−0.10  0.02  0.012 
  2002  17  0−0.23  0.10  0.032 
  2003  33  0−0.47  0.11  0.045 
  Total    0−0.47  0.08  0.020 
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Table 2 Summary of the repeated measures ANOVA results for ergovaline and 
peramine contents in endophyte‐infected Festuca rubra plants with population and 
sampling year as random effects factors. 
 
Variable  Factor  df  MS  Significance 
         
Ergovaline  Population (P)  1  0.021  0.199 
  Residuals  52  0.008  n/a 
  Year (Y)  2  0.084  0.000 
  P x Y  2  0.016  0.037 
  Residuals  97  0.003  n/a 
         
Peramine  Population (P)  1  92.4  0.002 
  Residuals  34  8.709  n/a 
  Year (Y)  1  1.027  0.125 
  P x Y  1  0.070  0.682 
  Residuals  34  0.416  n/a 
df = degrees of freedom 
MS = mean square 
n/a = not applicable 
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Table 3 Peramine content in plants of Festuca rubra infected with Epichloë festucae from 
two locations, in two consecutive years. 
 
 
Peramine (g g‐1) Population  Sampling 
year 
Plants with  
peramine (%) 
Range  Mean  SE 
Palancar (PAL)  2001   33  0−6.6  3.40  0.57 
  2002  24   0−7.0  3.65  1.02 
  Total    0−7.0  3.50  0.51 
           
Servandez (SER)  2001   80  0−8.2  3.80  0.26 
  2002   77  0−7.0  4.67  0.43 
  Total    0−8.2  4.23  0.23 
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Table 4 Results of Mantel tests of matrix correlation: normalised Mantel statistic (rM) 
and significance level (in brackets). E = matrix of distances between pairs of infected 
host plants based on the ergovaline concentration. P = matrix of distances between 
pairs of infected host plants based on the peramine concentration. G = matrix of genetic 
distance between pairs of Epichloë isolates. 
 
 
 
  E  P 
P  0.162 
(0.045) 
 
G  0.062 
(0.239) 
0.145 
(0.009) 
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Table 5 Correlation of the genetic distance between Epichloë isolates and the alkaloid 
content of their Festuca rubra hosts. GAMOVA: results of the gamova regression. CCA: 
results from the constrained correspondence analysis. In both analyses the dependent 
matrix was the matrix of genetic distances between isolates and the independent 
vectors (GAMOVA) or constraints (CCA) were the alkaloid content of infected plants 
by the isolates. All significance levels were established by 10 000 permutations.  
 
 
    Ergovaline 
(Er) 
Peramine 
(Pe) 
Er x Pe  Residuals 
PVE  0.081  0.156  n/a  n/a 
Pseudo‐F  2.906  2.86  n/a  n/a GAMOVA 
P  0.026*  0.01**  n/a  n/a 
Χ2  0.0109  0.0127  0.0058  0.0972 
CCA 
P  0.026*  0.020*  0.145  n/a 
PVE = proportion of variance explained 
n/a = not applicable 
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Figure 1 Profiles of alkaloid production in plant populations: Total percentage of 
plants producing only one alkaloid (ergovaline or peramine) both alkaloids and none 
of them (or below detection levels). 
 
 
 
 
50
4.2
29.2
16.6
6.6
50
30
13.3
0
10
20
30
40
50
60
ergovaline peramine ergovaline +
peramine
no alkaloids
pe
rc
en
ta
ge
 o
f p
la
nt
s
Palancar
Servandez
 
 
 
 27
 
Figure 2 Dendrogram generated by UPGMA (unweighted pair group method with 
arithmetic averages) clustering of Dice genetic similarity coefficients of pairs isolates of 
endophytic fungi based on AFLP markers. Epichloë festucae isolates (I) are from 
Palancar (P) and Servandez (S) populations. For each isolate ergovaline (Er) and 
peramine (Pe) concentrations (μg g‐1) of infected plants of F. rubra are presented, as the 
average of sampling years. 
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Figure 3  Ordination of the genetic distances between pairs of Epichloë isolates 
according to the alkaloid levels of their plant hosts. The data are the genetic distances 
between the 35 isolates and the ergovaline and peramine levels of the corresponding 
Festuca rubra infected plants. The significance of the effect of each of the alkaloids on 
genetic distance was established with an accompanying permutation analysis of 
significance (see Table 5 for results). The values represented resulted from a 
constrained correspondence analysis (CCA) of the genetic distances using the alkaloid 
levels as constraints. Axes represent the two first site scores of the CCA. Arrows are the 
Biplot scores for the constraining variables. Dashed lines indicate the directions of 
change for alkaloid levels in the diagram. 
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